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(54) Diagnostische Testpackung zur Bestimmung von Proteinen. 



@ Die Erfindung betrifft eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung und Unterscheidung von 
akuten und chronischen entzundlichen Zustanden mittels einer Zusammenstellung von spezifisch 
ausgewahlten, standardisierten, rekombinanten Antigenen, spezifisch ausgewahlten, selektiv reagie- 
renden, monoklonalen Bindungsantikorpern und spezifisch ausgewahlten, selektiv reagierenden 
derivatisierten, selektiv reagierenden Nachweisantikorpern. 
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GEBIET DER ERFINDUNG 

Die Erfindung betrifft eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten 
und chronischen entzundlichen Zustanden, konventionelle Verfahren zur Hersteliung dieser Testpackung, die 
5 Verwendung der Testpackung und eine diagnostische Methode zur Unterscheidung von akuten chronischen 
entzundlichen Zustanden in Korperflussigkeiten. 

HINTERGRUND DER ERFINDUNG 

10 Unter einer Entzundung wird in der Medizin die Reaktion, ublicherweise die Abwehrreaktion, des Orga- 

nismus und seiner Gewebe gegen verschiedenartige, meistens schadigende Reize verstanden. Als Ziel der 
Entzundung wird die Beseitigung des schadigenden Reagenses und seiner Folgen angesehen. Gemass ihrem 
zeitlichen Verlauf kann man akute, d.h. kurzzeitig auftretende und von vollstandiger Wiederherstellung des 
Organismus gefolgte, von chronischen, d. h. permanent oder zumindest uber einen sehr langen Zeitraum vor- 

15 handene, gegebenenfalls von zeitlich limitierten, akuten Schuben begleitete, Entzundungen unterscheiden. 

Das Entzundungsgeschehen im tierischen und menschlichen Korper aussert sich durch Rotung, Warme, 
Schwellung, Schmerzen und andere gestorte Funktionen. Es wird von einer Reihe von Markerpolypeptiden 
begleitet, die beim Auftreten einer Entzundung von verschiedenen Zellen, insbesondere den dann vermehrt 
auftretenden Granulozyten, unterschiedlichen Reifegrades exprimiert werden. 

20 So wurde 1980 der Calcium bindende Proteinkomplex L-1 von der Gruppe um Fagerhol als Messparameter 

fur den 'Turnover 1 * von Granulozyten beschrieben (1). Es wurde festgestellt, dass das L-1 Protein ca. 5% des 
gesamten Granulozytenproteins ausmacht, dass es ins Blut abgegeben wird, wo es im Plasma und Serum 
nachgewiesen werden kann (1,2). Durch zytologische und histologische Untersuchungen wurde es auch in Mo- 
nozyten (3), in Epithelzellen und im Gefassendothelium nachgewiesen (4,22). 

25 Fur das L-1 Protein wurden unterschiedliche Molekulargewichte beschrieben. In den ersten Arbeiten (1 ,2) 

wurden Molekulargewichte von 51 kD und spater (5) von 36.5 kD angegeben. Von Letzte rem wurde vermutet, 
es sei aus drei Untereinheiten von je 12.5 kD zusammengesetzt. 

In der Arbeitsgruppe um Sorg (6) wurden die als MRP 8 und MRP 14 (MRP = MIF Related Protein, MIF = 
Macrophage Migration Inhibiting Factor) bezeichneten Proteine vom ungefahren Molekulargewicht 8 000 bzw. 

30 14 000 entdeckt. Diese beiden Proteine konnten von Odink et al. (7) und Lagasse et al. (8, 9) kloniert werden. 
Spater wurde erkannt, dass es sich um Untereinheiten des L-1 Proteins handelt. 

In Abhangigkeit vom Calciumgehalt einer Losung konnen diese beiden Untereinheiten die dimeren, homo- 
genen Komplexe MRP 8 - MRP 8 und MRP 14 - MRP 14, den dimeren, heterogenen Komplex MRP 8 - MRP 
14, sowie polymere homogene und heterogene Komplexe bilden, wodurch die gefundenen unterschiedlichen 

35 Molekulargewichte fur die L-1 Proteine eine bessere Erklarung fanden (10). Das L-1 Protein vom Molekular- 
gewicht 36.5 kD setzt sich demnach zusammen aus den Molekulargewichten von zwei Molekulen MRP 8 (MW 
10295) und einem Molekul MRP 14 (MW 13049). Die klonierten Molekule liessen erkennen, dass MRP 8 und 
MRP 14 zu den Calcium bindenden Proteinen der S100 Proteinfamilie gehoren (9). Aufgrund partieller Se- 
quenzahnlichkeiten wurde MRP 8 mit dem Cystic Fibrosis Antigen und MRP 14 mit NIF-1 und NIF-2 (Neutrophil- 

40 Immobilising Factor) in Verbindung gebracht (11, 12, 21). Weitere homologe Bezeichnungen sind p8,14 (22). 

Seit 1 980 deckten eine Reihe von Publikationen die klinische Relevanz des Vorkommens der L-1 Proteine 
im Plasma und Serum und bei zytologischen und histologischen Untersuchungen auf, wobei die L-1 Konzen- 
trationen mit den Konzentrationen an C-reaktivem Protein (CRP) und der Erythrozy tensed imentationsrate 
(ESR) im Blut in Beziehung gesetzt wurden (1, 2, 3, 13, 14, 15, 16, 19). Die gefundenen Korrelationskoeffizi- 

45 enten von etwa 0.4 bis 0.7 waren aber eher niedrig. In manchen Studien war jedoch eine gewisse Signifikanz 
zwischen den L-1 Proteinen, CRP und ESR Messungen festgestellt worden (z. B. 14). In Korperflussigkeiten 
konnen erhohte Mengen an L-1 Proteinen bei bakteriellen aber nicht bei viralen Infektionen gemessen werden 
(13). 

Studien mit monospezif isch, polyklonalen Antikdrpern, die zeigen sollten, ob der Gehalt an MRP 8 oder 
so MRP 14 mit bestimmten Krankheiten korrelliert werden konnte, wurden bei verschiedenen Erkrankungen 
durchgefuhrt (7, 16, 17, 20). So konnte gezeigt werden, dass MRP 8 und MRP 14 bei gewissen Erkrankungen 
in unterschiedlichen Mengen im Gewebe exprimiert werden (18) und, dass im zeitlichen Verlauf einer normal 
verlaufenden akuten Entzundung, eine Korrelation zwischen dem Auftreten dieser Proteine und der Phase der 
Entzundung besteht (17). Bei chronischen Entzundungen, wie der rheumatoiden Arthritis, traten Zellen auf, 
55 die entweder MRP 8 Oder MRP 14 enthielten, jedoch wurden keine Zellen nachgewiesen, die Heterokomplexe 
aus MRP 8 und MRP 14 enthielten (7, 16). Heterokomplexe enthaltende Zellen sind mit dem monoklonalen 
Antikorper 27 E 10 nachweisbar (23). 

Wegen der undifferenzierten Bindungsfahigkeit der zwar monospezif ischen, aber polyklonalen Antikorper, 
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die ja sowohl auf alle Epitope der singularen MRP 8 und MRP 14 Proteine, als auch auf dieienigen ihrer ho- 
mo ogenund heterologen Komplexe ansprechen, konnte zwischen dem Gehalt an den genannten Unterein- 
Sl U n- ,hren T v t ersc h h,ed « nen Komplexen (z. B. dem L-1 Protein) im Plasma Oder Serum nicht unterschieden 
werden. D.ese Tatsache tnfft auch auf die Messungen zu, in denen polyklonale Antikorper gegen das L-1 Pro- 
tein Verwendung fanden (z. B. 1, 19). ^ a a L r '° 

Nach Herstellung der rekombinanten. reinen Peptide MRP 8 und MRP 14 gelang es, auch spezifische, auf 
eine Re.he versctuedener Epitope gerichtete, monoklonale Antikorper herzustellen. die entweder spezifisch 
MRP a 8 ,fnn mSpT 0 " 6 "' 6 " ° der S e 9 ebenenfalls . w «nn die entsprechenden Epitope frei lagen. auch die aus 
MRP 8 und MRP 14 zusammengesetzten Komplexe erkannten. Es war ein glucklicher Zufall. dass der von der 

MRP 8 und P ^ Antik6rPef 27 E 10 — ^-s-ich hetero.oge Komplexe aus 

Es war bisher nicht moglich, die bekannten naturlichen Oder rekombinanten Peptide MRP 8 MRP 14 und 
nln'nT zusam ™ n ? ese < ze " Komplexe. incl. L-1. sowie die damit reagierenden entsprechenden polyklo- 
nalen oder monok lonalen Ant.kdrper in eindeutiger Weise fur diagnostische Zwecke einzusetzen. Insbeson- 
dere konnte kerne Unterscheidung zwischen akuten und chronischen entzijndlichen Zustanden getroffen wer- 
den. Auf med.zmischer Seite besteht ein Bedarf, diese beiden Zustande zu unterscheiden. urn sowohl eine Pro- 

lZ7ZnunZ Z p " f TV K ; a " kheitSverlauf stellen zu k ° nnen - al * «"ch die Behandlungsweise danach aus- 
. zuwahlen und den Erfolg der Therapie zu iiberprufen. 

20 AUFGABE DER ERFINDUNG 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, eine diagnostische Testpackung und efne dia- 
gnostische Methode zur Verfugung zu stellen, die es erlauben, akute von chronischen entzundlichen Zustan- 
S^rpT 5 ^"?^'! 88 i Uf9abS kan " aberraschend ^weise unter Zuhilfenahme der rekombinanten Pro- 
teme MRP 8 und MRP 14 und ausgewahlten, geeigneten monoklonalen Antikorpern, die in der vorliegenden 
Testpackung enthalten smd, in befriedigender Weise gelost werden. 

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG 

Die Erfindung betrifft eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten 
und chronischen entzundlichen Zustanden mittels einer Zusammenstellung von spezifisch ausgewahlten 
standard.s.erten. rekombinanten Antigenen, spezifisch ausgewahlten, selektiv reagierenden, monoklonalen 
Bmdungsant.korpern und spezifisch ausgewahlten, selektiv reagierenden, derivatisierten Nachweisantikor- 

Aus einer Reihe von monoklonalen Antikorpern gegen die Antigene MRP 8 und MRP 14 wurden solche 
ausgewahlt, die in einem immunologischen Test entweder nur das Monomer oder Homopolymer von MRP 8 
Oder das Monomer oder Homopolymer von MRP 14, jedoch nicht die Heterokomplexe aus MRP 8 und MRP 
h^T"" ^iTo T"?! 6 '" monok,onaler Antikorper ausgewahlt, der ein Epitop erkennt. das sich nur 
im Heterokomplex MRP 8 - MRP 14 (L-1, befindet. Diese monoklonalen Antikorper sind Mab 8-5C2, Mab S 
36.48 und Mab 27 E 10. Sie werden als Bindungsantikorper bezeichnet 

Weiterhin wurden drei monoklonale Antikorper ausgewahlt, die die drei Antigen/Antikorper Komplexe er- 
kennen. D.ese, als Nachweisantkorper bezeichneten AntikSrper. werden derivatisiert, z. B. mit Biotin damit 
s.e ,hrerse.tsund damit die Antigen/ Antikorperkomplexe, nachgewiesen werden konnen. Es handelt sich hier- 
bei urn die. beispielsweise biotinylierten, monoklonalen Antikorper S 13.67, S32.2 und S 36.48. 
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Tabelle 1 




rekomb. Antigene 


Bindungs-Mab 


Nachweis-Mab 


erkannte Antigene 


MRP 8 


8-5C2 


S 13.67 


MRP 8 Monomer und Homopolymer 


MRP 14 


S 36.48 


S 32.2 


MRP 14 Monomer und Homopolymer 


MRP 8/14 


27 E 10 


S 36.48 


MRP 8/14 Heterodimer und Heteropolymer 



Uberraschenderweise lassen sich mit Hilfe dieser Kombinationen. durch Bestimmung der in K6rperflus- 
s.gke.ten vorhandenen Mengen MRP 8, MRP 14 und Heterokomplex MRP 8 - MRP 14 akute von chronischen 
Entzundungszustanden unterscheiden. Die Zuordnungen werden anhand der Tabelle 2 getroffen 
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Tab lie 2 
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Krankheits- 


MRP 8 


MRP 14 


MRP 8/14 


zustandfi 


ng/ml 


ng/ml 


ng/ml 


1 . Normalf all , 






500 - 3000 


keine Entzundg. 


0 


0-50 


2 • akute Entzun- 






3000 - 40000 


dung 


0 


70 - 500 


3 . chronische 








Entztindung mit 






4000 - 40000 


akutem Schub 


10 - 160 


70 - 300 


4 . chronische 








EntzUndung ohne 






1000 - 3000 


akuten Schub 


10 - 160 


70 - max. 300 



Die ng/ml Angaben sind ca.-Angaben 

20 Kurze Beschreibung der Figuren 

FIG. 1 zeigt die Anordnung zweier Verdunnungsreihen eines rekombinanten Standardantigens auf einer 
Testplatte mit 8 mal 12 Vertiefungen. 

FIG. 2 zeigt drei typische Eichkurven von reinen, rekombinanten Antigenen MRP 8, MRP 14 und dem 2:1- 
25 Komplex aus MRP 8 und MRP 14, die zur Bestimmung der entsprechenden natfirlichen Antigene in Korper- 
flussigkeiten verwendet werden konnen. 

Die Testpackungen 

30 Die Erf indung betrifft insbesondere eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung und Unterscheidung 

von akuten und chronischen entzundlichen Zustanden, enthaltend 

a) als Standardantigene, die rekombinanten Peptide MRP 8, MRP 14 und den Komplex aus MRP 8 und 
MRP 14, 

b) als Bindungsantikorper, die monoklonalen Antikorper Mab 8-5C2, Mab S-36.48 und Mab 27E10, 

35 c) als Nachweisantikorper, von Mab S 13.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 abgeleitete; zum Nachweis 

geeignet derivatisierte monoklonale Antikorper und gegebenenfalls 
d) ein Reagenz zum Sichtbarmachen der Nachweisantikorper. 

Die in der Testpackung enthaltenen recombinanten Standardantigene, Bindungsantikorper und derivati- 
sierten Nachweisantikorper sind bekannt Oder auf bekannte Weise herstellbar. 

40 Der Komplex aus den beiden Antigenen MRP 8 und MRP 14 biidet sich ohne weitere Manipulationen beim 

Auflosen von MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1 in einem geeigneten Puffer, z. B. in physiologischem 
Phosphatpupffer pH 7.2. Er enthalt etwa 82 % Heterokomplex MRP 8 - MRP 14, 7 % freies MRP 8 und 11 % 
freies MRP14, bzw. deren Homopolymere. Die rekombinanten Standardantigene werden in lyophitisierter Form 
in Vials zur Verfugung gestellt. Zur Bestimmung eines Antigens wird eine Testplatte benotigt. 

45 Die Menge an rekombinanten Standardantigen in einem Vial wird so bemessen, dass nach der Rekonsti- 

tution mit Aqua bidest. die Konzentration 1000 ng/ml betragt. Beispielsweise enthalt ein Vial 250 ng 
rekombinantes MRP 8, 250 ng rekombinantes MRP 14 und 250 ng einer 2:1 Mischung aus rekombinantem 
MRP 8- MRP 14. Die Anzahl Vials pro Testpackung richtetsich nach der Anzahl Proben die mit der Testpackung 
analysiert werden soil. Beispielsweise enthalt eine Testpackung 2 Oder 10 Vials an rekombinanten Antigenen. 

so Die Menge an Bindungsantikorper in einem Vial wird, in Abhangigkeit von der Anzahl Proben, die mit der 

Testpackung analysiert werden soil, so bemessen, dass, nach der Rekonstitution mit Aqua bidest. und entspre- 
chender Verdunnung mit Pufferlosung, die Konzentrationen genugend hoch sind, urn eine entsprechende Men- 
ge an Antikorpern zu binden. Beispielsweise betragen die Endkonzentrationen an Mab 8-5C2 und Mab 27 E 
10 4 ug/ml und an S 36.48 6 ug/ml. In einer Testpackung furzwei, bzw. 10 Platten, sind beispielsweise pro Vial 

55 60, bzw. 220 ug Mab 8-5C2, die gleichen Mengen Mab 27 E 10 und 90, bzw. 330 ug Mab S 36.48 enthalten. 
Eine Testpackung enthalt jeweils ein Vial pro Bindungsantikorper. 

Die Nachweisantikorper sind auf geeignete Weise derivatisiert, z. B. in Form eines Flourescenzderivates 
mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) oder Phycoerythrein (PE), eines Enzymderivates mit Meerrettichperoxi- 
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dase, Phospathase, Glucosidase oder Galactosidase, Oder bevorzugt eines Derivates mit Biotin. 

Die Menge an derivatisiertem Nachweisantikdrper in einem Vial wird, in Abhangigkeit von der Anzahl Pro- 
ben die mit der Testpackung analysiert werden soli, so bemessen, dass, nach der Rekonstitution mit Aqua 
bidest. und entsprechender Verdunnung mit Pufferldsung, die Konzentrationen genugend hoch sind, urn an 
5 eine entsprechende Menge Antikorper zu binden. Beispielsweise betragen die Endkonzentrationen an 
biotinylierten Mab S 13.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 0.5 bis 1 ug/ml. In einer Testpackung fur zwei Platten 
sind beispielsweise pro Vial 15 ug biotinylierte Mab S 1 3.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 enthalten. Eine Test- 
packung enthalt jeweils ein Vial pro Bindungsantikorper. 

Die Fluoreszenzderivate der Nachweisantikdrper liegen nicht in lyophilisierter Form, sondern ublicherwei- 
w se in entsprechenden Pufferldsungen vor. 

Die diagnostischen Testpackungen der vorliegenden Erf indung konnen zur Bestimmung von beliebig vie- 
len Proben ausgelegt sein. Sie enthalten dementsprechend beispielsweise 1-20, bevorzugt 2 oder 10, Vials 
mit standardisierten Mengen von rekombinanten Antigenen, aber jeweils nurein Vial mit einer entsprechenden 
Menge Antikorper. 

15 Die diagnostische Testpackung kann gegebenenfalls Reagentien (Substrate) zum Nachweis der derivati- 

sierten Antikorper umfassen, z. B. Extravidin-Peroxidase und 2,2'-Azino-bis-(3ethylbenzthiazolin-6-sulfonsau- 
re) zum Nachweis von biotinylierten Antikdrpern. 

Die diagnostische Testpackung enthalt ublicherweise eine Anweisung zur Benutzung. 

20 Verfahren zur Herstellung der Testpackung 

Die Erf indung betrifft ebenfalls ein Verfahren zur Herstellung einer diagnostischen Testpackung gemass 
vorstehender Beschreibung, dadurch gekennzeichnet, dass man sie auf konventionelle Weise herstelit. 

Die Vials werden mit den Losungen der rekombinanten Antigene, bzw. Antkdrper, z. B. in Pufferldsungen, 
25 wie physiologischem Phosphatpuffer pH 7.2, in den vorgesehenen Mengen und Konzentrationen beschickt und 
auf konventionelle Weise lyophilisiert und luftdicht, gegebenenfalls unter einem Inertgas, wie Stickstoff, ver- 
schlossen. Die Losungen der Fluorescenzderivate der Nachweisantikdrper werden nicht lyophilisiert, sondern 
in flussiger Form luftdicht, gegebenenfalls unter Stickstoff, verschlossen. Die Vials werden etikettiert und in 
geeignete Behalter abgefullt. 

30 

Verwendung 

Die Erf indung betrifft ebenfalls die Verwendung einer Kombination 

a) der rekombinanten Peptide MRP 8, MRP 14 und des Komplexes aus MRP 8 und MRP 14 als Standard- 
35 antigene, 

b) der monoklonalen Antikorper Mab 8-5C2. Mab S-36.48 und Mab 27E10 als Bindungsantikorper und 

c) von Mab S 1 3.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 abgeleiteter, zum Nachweis geeignet derivatisierter mo- 
noklonale Antikorper als Nachweisantikdrper, zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten und chro- 
nischen entzundfichen Zustanden und zur Herstellung einer diagnostischen Testpackung zur Bestimmung 

40 und Unterscheidung von akuten und chronischen entzundfichen Zustanden. 

Diagnostische Methode 

Die Erf indung betrifft ebenfalls eine diagnostische Methode zur Bestimmung und Unterscheidung von aku- 
45 ten und chronischen entzundfichen Zustanden in Kdrperflussigkeiten, dadurch gekennzeichnet, dass man mit 
Hilfe der rekombinanten Standardantigene MRP 8, MRP 14 bzw. der Mischung dieser beiden Antigene im Mol- 
verhaltnis 2:1, den Bindungsantikdrpern Mab 8-5C2, Mab S-36.48 bzw. Mab 27E10 und den zum Nachweis 
geeignet derivatisierten Mab S 1 3.67, Mab S 32.2 bzw. Mab S 36.48 fur die drei Standardantigene Eichkurven 
erstellt, in einer geeigneten Kdrperflussigkeit (Probe) die darin vorhandene Menge von MRP8, MRP 14 und 
so dem Heterokomplex von MRP 8 und MRP 14 mittels der monoklonalen Bindungsantikorper und derivatisierten 
Nachweisantikdrper durch einen immunologischen Test bestimmt, und durch Vergleich mit der Standardkurve 
und einer Tabelle die Auswertung vornimmt. 

Die immunologischen Tests werden auf ublichen Testplatten durchgefuhrt, z. B. NUNC MAXISORB Platten, 
die beispielsweise Anordnungen von 8 mal 12 Vertiefungen (96 Ldcher) aufweisen (siehe z. B. FIG. 1). 
w Fur jede kdrpereigene Testf lussigkeit (Probe) muss auf drei Testplatten der Gehalt an naturlichen Antige- 

nen MRP 8, MRP 14 und dem Komplex MRP 8 - MRP 14 bestimmt werden, urn zu einer klaren medizinischen 
Aussage kommen zu konnen. Die pro Testplatte aufzutragenden Bindungsantikorper, Antigene und Nachweis- 
antikdrper, die in dieser Reihenfolge aufgetragen werden, gehen aus der Tabel! 1 hervor. 

5 
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Beispielsweise dient Testplatte 1 zur Bestimmung von monomerem und homopolymerem Antigen MRP8. 
Sie wird nacheinander beschichtet mit dem Bindungsantikorper Mab 8-5C2, dem rekombinantem Antigen MRP 
8, den Proben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nachweisantikorper Mab S 13.67. 

Testplatte 2 dient beispielsweise zur Bestimmung von monomerem und homopolymerem Antigen MRP 14. 
5 Sie wird nacheinander beschichtet mit dem Bindungsantikorper Mab S 36.48, dem rekombinantem Antigen 
MRP 14, den Proben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nachweisantikorper S 32.2. 

Testplatte 3 dient beispielsweise zur Bestimmung von heterodimeren und heteropolymeren Antikorpern 
MRP 8 - MRP 1 4. Sie wird nacheinander beschichtet mit dem Bindungsantikorper Mab 27 E 1 0, der Mischung 
aus dem Antikorper MRP 8 und MRP 14, den Proben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nach- 
10 weisantikorper Mab S 36.48. 

Bereitung der Testlosungen 

DieAntikorperwerdeninden Vials in Aqua bidest. gelost. Die Losungen der Bindungsantikorper (a) werden, 
15 z. B. mit Carbonatpuf fer pH 9.5, auf eine geignete Konzentration weiter verdunnt. Die Losungen der Nachweis- 
antikorper (b) werden, z. B. mit physiologischem Phosphatpuffer/Kochsalz pH 7.2 enthaltend 0.1 % Tween 20 
(FBS-Tween 20), auf eine geeignete Konzentration weiter verdunnt. Die Losungen der Antigene (c) werden 
durch Zugabe von Aqua bidest. auf eine geeignete Konzentration eingestellt. 

20 Auftragen der Bindungsantikorper 

Fur jeden Bindungsantikorper wird eine Testplatte benutzt. Die Vertiefungen der Testplatten werden mit 
einer entsprechenden Menge der Losung (a) beschickt, eine genugend lange Zeit bei 37° C inkubiert, mit phy- 
siologischem Phosphatpuffer PBS-Tween 20 gewaschen, mit der Waschlosung eine genugend lange Zeit, z. 
25 B. 1 Stunde, bei 37° C inkubiert und hierauf einmal wie zuvor gewaschen. 

Auftragen der Standardantigene 

Nach dem Auftragen der Bindungsantikorper wird pro Testplatte eines der Standardantigene in einer oder 
30 bevorzugt zwei Verdunnungsreihen, z. B. gemass FIG. 1, aufgetragen. Pro Antigen wird eine Platte benutzt. 
Beispielsweise wird das rekombinante Antigen MRP 8 auf die Testplatte 1, MRP 14 auf die Testplatte 2 und 
der Antigenkomplex MRP 8 - MRP 14 auf die Testplatte 3 aufgebracht. 

Auftragen der Proben 

35 

Die Proben der Korperfltissigkeiten, in denen der Gehalt an naturlichen Antigenen MRP 8, MRP 14 und 
dem Komplex MRP 8-MRP 14 (dieser Komplex entspricht dem L-1 Protein) bestimmt werden soil, werden ent- 
weder unverdunnt oder, je nach vermutetem Gehalt an Antigen, etwa gemass Tabelle 3, mit PBS-Tween 20 
verdunnt. 



40 


Tabeile 3 




Probe 


ungefahre Verdunnung 


Bemerkungen 


45 


EDTA-Plasma 


1/10 bis 1/100 


kein Heparin plasma benutzen 


50 


Synovialflussigkeit 

Speichel 

Exhalat 


1/100 bis 1/10,000 
1/100 

unverdunnt oder bis zu 1/5 





Nach Beschickung mit den Losungen der Proben, werden die Platten eine genugend iange Zeit bei 37°C 
inkubiert und mit PBS-Tween 20 gewaschen. 
Jede Probe wird auf alle drei Testplatten aufgetragen. 
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Auftrag n der Nachweisantikdrper 

Die Vertiefungen auf alien Platten werden jetzt mit der Losung der derivatisierten Nachw isantikorper (b) 
beschickt und die Platten, nach Inkubation b i 37°C, z. B. mit PBS-Tween 20, gewaschen. 

5 

Quantitative Bestimmung der gebildeten Komplexe 

Zurquantitativen Bestimmung der gebildeten Komplexe aus Bindungsantikoper-Antigen-Nachweisantikor- 
per wird ihr Gehalt in den einzelenen Vertiefungen, z. B. fluorimetrisch, gemessen. Diese Messung erfolgt, je 

w nach Derivatisierung der Nachweisantikoper, entweder direkt oder nach entsprechender Behandlung. Bei- 
spielsweise kann die Messung im Falle eines Fluoreszenzderivates sofort im Fluorimeter durchgefuhrt werden. 
Im Falle eines Enzym-konjugierten Nachweisantikorpers wird zunachst mit einer dem Enzym entsprechenden 
Substratlosung, wie ABTS (siehe unten) bei mit Peroxidase derivatisiertem Nachweisantikorper, eine genu- 
gend lange Zeit, z. B. eine Stunde bei 37° C, inkubiert und hierauf das Produkt aus der enzymatischen Reaktion 

15 photometrisch bestimmt. Im Falle eines Biotinderivates folgt eine etwa 30-minutige Inkubation bei 37° C mit 
einem Avidin-Enzym-Konjugat, z. B. Extravidin-Peroxidase, und nach Waschung, z. B. mit PBS-Tween 20, In- 
kubation mit dem Substrat ABTS [2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazoiin-6-sulfonsaure)] und Wasserstoffperoxid 
und hierauf die photometrische Bestimmung, z. B. durch Messung der Extinktionen bei 405 nm, z. B. mittels 
eines EIA-Readers. 

20 

Auswertung 

Die Mittelwerte der Extinktionen der beiden Reihen Standardantigene werden gegen die Konzentrationen 
der Standardantigene in einem Diagramm zu Kurven aufgetragen. die als Eichkurven zur Bestimmung der Kon- 
25 zentrationen der entsprechenden naturlichen Antigene in den Proben dienen. Drei typische Eichkurven sind 
in FIG. 2 abgebildet. 

Die Konzentrationen der Antigene in den Proben sollten so gewahlt werden, dass die sich ergebenden Ex- 
tinktionen im Bereich des steilen Kurvenanstieges liegen. Der Gehalt der Proben an den naturlichen Antigenen 
kann dann mit guter Genauigkeit abgelesen, bzw. unter Berucksichtigung der Verdunnungen berechnet wer- 
30 den. 

Mittels der Tabelle 2 wird die Zuordnung getroffen, ob es sich urn einen Normalfall, d. h. gesunden Pati- 
enten, oder einen Patienten mit akuter Entzundung, chronischer Entzundung mit akutem Schub oder chroni- 
scher Entzundung ohne akuten Schub handelt. 

Chronische Entzundungen, wie chronische Polyarthritits, sind durch das Auftreten von erhohten Mengen 
35 MRP 8, MRP 14 und Normalwerten von MRP 8 - MRP 14 Heterokomplexen charakterisiert. 

Chronische Entzundungen im akuten Schub sind durch das Auftreten erhohter Mengen MRP 8, MRP 14 
und dem Heterokomplex daraus gekennzeichnet. 

Bei nicht chronisch verlaufenden, akuten Entzundungen treten nur MRP 1 4 und der Heterokomplex, jedoch 
kein MRP 8 auf. 

40 Sollten anormal niedrige Werte des MRP 8 - MRP 14 Komplexes gemessen werden, bei gleichzeitigem 

Vorliegen einer mit anderen Parametern festgestellten Entzundung, dann kann dieser Zustand (charakterisiert 
durch eine Linksverschiebung im Blutbild) durch eine ungenugende Anzahl an reifen Granulozyten bedingt 
sein. 
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15 Beispiel 1: Testpackung zur Bestimmung der Antigene in 132 Proben 

Eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung der Antigene in 2 mal 66 Proben auf sechs Testplatten 
mit je 8 mal 12 Vertiefungen unfasst: 

2 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 8, 
20 2 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 14, 

2 Vials enthaltend je 250 ng einer Mischung aus MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1, 
1 Vial enthaltend 60 ug Bindungsantikorper Mab 8-5C2, 
1 Vial enthaltend 90 ug Bindungsantikorper Mab S 36.48, 
1 Vial enthaltend 60 ug Bindungsantikorper Mab 27E10, 
25 1 Vial enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 13.67, 

1 Vial enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 32.2, und 
1 Vial enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 36.48. 
Die Vials werden hergesteilt, indem man sie mit einer Losung der rekombinanten Antigene, bzw. Antikorper, 
in physiologischem Phosphatpuffer pH 7.2 beschickt und bis zurTrockne lyophilisiert. 
30 Die Testpackung kann zusatzlich das Nachweisreagens Extravidin-Peroxidase umfassen, sowie gegebe- 

nenfatls sechs Testplatten, z. B. Nunc Maxisorb Platten. Die Testpackung enthalt ublicherweise einen Beipack- 
zettel mit der Beschreibung zur Durchfiihrung der Bestimmungen. 

Beispiel 2: Testpackung zu Bestimmungen der Antigene in 660 Proben 

35 

Eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung der Antigene in 660 Proben auf dreissig Testplatten mit 
je 8 mal 12 Vertiefungen umfasst: 

10 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 8, 
10 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 14, 
40 10 Vials enthaltend je 250 ng einer Mischung aus MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1, 

1 Vial enthaltend 220 ug Bindungsantikorper Mab 8-5C2, 
1 Vial enthaltend 330 ug Bindungsantikorper Mab S 36.48, 
1 Vial enthaltend 220 ug Bindungsantikorper Mab 27E10, 
1 Viat enthaltend 100 ug biotinylierten Mab S 13.67, 
45 1 Vial enthaltend 100 ug biotinylierten Mab S 32.2, und 

1 Vial enthaltend 50 ug biotinylierten Mab S 36.48. 
Die Vials werden hergesteilt, indem man sie mit einer Losung der rekombinanten Antigene, bzw. Antikorper, 
in physiologischem Phosphatpuffer pH 7.2 beschickt und bis zur Trockne lyophilisiert. 

Die Testpackung kann zusatzlich das Nachweisreagens Extravidin-Peroxidase umfassen, sowie gegebe- 
so nenfalls dreissig Testplatten, z. B. Nunc Maxisorb Platten. Die Testpackung enthalt ublicherweise einen Bei- 
packzettel mit der Beschreibung zur Durchfiihrung der Bestimmungen. 

Beispi I 3: Durchfiihrung der Bestimmungen 

55 Fur jede korpereigene Testffussigkeit (Probe) muss auf drei Testplatten der Gehalt an MRP 8, MRP 14 und 

dem Komplex MRP 8 - MRP14 bestimmt werden, um zu einer klaren medizinischen Aussage kommen zu kon- 
nen. 

Testpiatte 1 dient zur Bestimmung von monomerem und homopolymerem Antigen MRP8. Sie wird nach- 
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einander beschichtet mit dem Bindungsantikdrper Mab 8-5C2, dem rekombinantem Antigen MRP 8, den Pro- 
ben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nachweisantikorper Mab S 13.67. 

Testplatte 2 dientzur Bestimmung von monomerem und homopolymerem Antigen MRP 14. Sie wird nach- 
einander beschichtet mit dem Bindungsantikdrper Mab S 36.48, dem rekombinantem Antigen MRP 14, den Pro- 
ben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nachweisantikorper S 32.2. 

Testplatte 3 dient zur Bestimmung von heterodimeren und heteropolymeren Antikorpern MRP 8 - MRP 14. 
Sie wird nacheinander beschichtet mit dem Bindungsantikorper Mab 27 E 1 0, der Mischung aus dem Antikorper 
MRP 8 und MRP 14, den Proben in geeigneter Verdunnung und dem biotinylierten Nachweisantikorper Mab 
S 36.48. 

Bereitung der Testlosungen 



Die Antikorper werden durch Zugabe von 0.5 ml Aqua bidest zu jedem Vial gelost. Die Losungen (a) der 
Bindungsantikorper 8-5C2 und 27 E 10 werden mit Carbonatpuffer pH 9.5 bis auf eine Konzentration von 4 
15 ug/ml und diejenige des Bindungsantikorpers S 36.48 bis auf eine Konzentration von 6 ug/ml weiter verdunnt. 
Die Losungen (b) der Nachweisantikorper werden mit physiologischem Phosphat-puffer/Kochsalz pH 7.2 ent- 
haltend 0.1 % Tween 20 (PBS-Tween 20) auf eine Konzentration von 0.5-1 ug/ml weiterverdunnt. Die Losungen 
(c) der Antigene werden durch Zugabe von Aqua bidest. auf eine Konzentration von 1000 ng/ml eingesteilt. 

20 Auftragen der Bindungsantikdrper 

Furjeden Bindungsantikorper wird eine Testplatte benutzt. Jede Vertiefung der Testplatten wird mit 50 ul 
einer Losung (a) beschickt, eine Stunde bei 37° C inkubiert und einmal mit physiologischem Phosphatpuffer 
PBS-Tween 20 gewaschen. Die Platten werden dann mit 200 ul pro Vertiefung der Waschldsung wahrend 1 
25 Stunde bei 37° C inkubiert und hierauf einmal wie zuvor gewaschen. 

Auftragen der Standardantigene 



Nach dem Auftragen der Bindungsantikorper wird pro Testplatte ein Standardantigen in zwei 1ler-Reihen 
(Verdunnungsreihen) wie folgt aufgetragen: In die erste Vertiefung werden 50 ul einer Losung (c), entsprechend 
1000 ng/ml. eingetragen. Die folgenden 1 0 Vertiefungen werden mit je 50 ul PBS-Tween 20 (siehe oben) be- 
schickt. Zur Herstellung einer 1:2 Verdunnungsreihe wird die zweite Vertiefung mit 50 ul der Losung (c) be- 
schickt, durchgemischt, daraus 50 ul in die dritte Vertiefung ubertragen und der Verdunnungsvorgang bis zur 
letzten Vertiefung wiederholt. Der letzten Vertiefung werden ebenfalls 50 ul entnommen und verworfen. In je- 
der Vertiefung bef inden sich dann je 50 ul der Stardantigenlosung in den absteigenden Konzentrationen 1000, 
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.6, 7.8, 3.9, 1.9, und 0.98 ng/ml. Zu dieser Verdunnungsreihe wird eine analoge 
zweite Reihe angelegt (siehe FIG. 1). 

Pro Antigen wird eine Platte benutzt. Das rekombinante Antigen MRP 8 wird auf die Testplatte 1, MRP 14 
auf die Testplatte 2 und der Antigenkomplex MRP 8 - MRP 14 auf die Testplatte 3 aufgebracht. 

Auftragen der Proben 



Die Proben der Korperflussigkeiten, in denen der Gehalt an naturlichen Antigenen MRP 8, MRP 14 und 
dem Komplex MRP 8-MRP 14 (L-1) bestimmt werden soli, werden entweder unverdunnt oder, je nach vermu- 
tetem Gehalt an Antigen, mit PBS-Tween 20 verdunnt. EDTA-Plasma kann ungefahr 1/10 bis 1/100, 
Synovialflussigkeitetwa 1/100 bis 1/10,000, Speichel etwa 1/100 und Exhalat unverdunnt Oder bis zu 1/5 ver- 
dunnt werden. Nach Beschickung mit 50 ul pro Vertiefung mit den Losungen der Proben. werden die Platten 
1 Stunde bei 37°C inkubiert und dreimal in PBS-Tween 20 gewaschen. Jede Probe wird auf alle drei Testplatten 
aufgetragen. 

Auftragen der biotinylierten Nachweisantikorper 

Die Vertiefungen auf alien Platten werden jetzt mit je 50 ul der Losung (b) der entsprechenden 
Naschweisantikorper beschickt und die Platten, nach Inkubation wahrend einer Stunde bei 37*C, dreimal in 
PBS-Tween 20 gewaschen. 
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Markierung mit Extravidin-Peroxidase 

Zur Markierung der gebildeten Antikdrper-Antigen-Antikdrper Komplexe wird jede Vertiefung mit 50 ul 
Extravidin-Peroxidase, verdunnt nach Vorschrift des Lieferanten mit PBS-Tween 20, beschickt und nach 30 
Minuten Inkubation bei 37° C dreimal in PBS-Tween 20 gewaschen. 

Auftragen des Substrates fur die Peroxidase 

Zehn mg ABTS [2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure)] werden in 25 mi 50 mM Natriumcit- 
ratpuffer pH 4 gelost und der benotigte Anteil davon unmittelbar vor dem Gebrauch mit 10 ui 
Wasserstofsuperoxid pro Piatte versetzt. Von dieser Losung werden 200 u pro Vertiefung aufgetragen und 20 
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Auswertung 

Die Auswertung erfolgt durch Messung der Extinktionen bei 405 nm, z. B. mittels eines EIA-Readers. Die 
Mittelwerte der Extinktionen der beiden Reihen der Standardantigene werden gegen die Konzentrationen der 
Standardantigene zu Kurven aufgetragen, die als Eichkurven zur Bestimmung der Konzentrationen der ent- 
sprechenden naturlichen Antigene in den Proben dienen. Drei typische Eichkurven sind in FIG. 2 abgebildet 

Die Konzentrationen der Antigene in den Proben soltten so gewahlt werden, dass die sich ergebenden Ex- 
tinktionen im Bereich des steilen Kurvenanstieges liegen. Der Gehalt der Proben an den naturlichen Antigenen 
kann dann mit guter Genauigkeit abgelesen, bzw. unter Berucksichtigung der Verdiinnungen berechnet wer- 
den. 

Mittels der Tabefle 2 wird die Zuordnung getroffen, ob es sich urn einen Normalfaii, d. h. gesunden Pati- 
enten, oder einen Patienten mit akuter Entzundung, chronischer Entzundung mit akutem Sctwb Oder chroni- 
scher Entzundung ohne akuten Schub handelt. 

Beispiel 4: Messungen in Synovialfliissigkeiten 



In Synovialfliissigkeiten von 59 Patienten mit unterschiedlichen rheumatologischen Krankheitssymptonen 
wurden die in der Tabetle 4 aufgefuhrten Werte gemessen. 



Tabelle 4 


Symptome 


MRP 8 ng/ml 


MRP 14 ng/ml 


MRP 8/14 ng/ml 


Traumatische Ergusse 


nicht entzundlich 


0 


0-50 


1 500-2000 


entzundlich 


0 


0-30 


30000-50000 


Arthrosen 








nicht entzundlich 


0 


10-30 


200-1000 


entzundlich 


0 


70-2000 


4000-900000 


Arthritis 


0 


1000 


45000-300000 


Psoriasis Arthritis (1 Patient) 


34 


40 


45000 


Chronische Polyarthritis 


20-1600 


26-1 5000 


18000-9000000 
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t rttanspruche 

Eine diagnostische Testpackung zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten und chronischen ent- 
zundlichen Zustanden, enthaltend 

a) als Standardantigene, die rekombinanten Peptide MRP 8, MRP 14 und den Komplex aus MRP 8 und 
MRP 14, 

b) als Bindungsantikorper, die monoklonalen Antikorper Mab 8-5C2, Mab S-36.48 und Mab 27E10, 

c) als Nachweisantikorper, von Mab S 13.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 abgeleitete, zum Nachweis 
geeignet derivatisierte monoklonale Antikorper und gegebenfalls 

d) ein Reagenz zum Sichtbarmachen der Nachweisantikorper. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisantikorper 
Fluoreszenzderivate sind, wie solche hergestellt mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Oder Phycoerythrin 
(PE). 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisantikorper 
durch ein Enzym, wie Meerrettichperoxidase, Phosphatase, Glucosidase oder Galactosidase, derivati- 
siert sind. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Nachweisantikorper 
durch Biotin derivatisiert sind. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sie die Bestandteile a), 
b) und c) in lyophilisierter Form umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie die Fluoreszenz- 
derivate der Nachweisantikorper in flussiger Form umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sie 1-20 Vials mit stan- 
dardisierten Mengen MRP 8, MRP 14 und eines Komplexes aus MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1 
umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
2 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 8, 
2 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 14, 

2 Vials enthaltend je 250 ng einer Mischung aus MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1, 

1 Vial enthaltend 60 ug Bindungsantikorper Mab 8-5C2, 

1 Vial enthaltend 90 ug Bindungsantikorper Mab S 36.48, 

1 Vial enthaltend 60 ug Bindungsantikorper Mab 27E10, 

1 Via! enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 13,67, 

1 Vial enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 32.2, und 

1 Vial enthaltend 15 ug biotinylierten Mab S 36.48 umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie 
10 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 8, 
10 Vials enthaltend je 250 ng rekombinantes MRP 14, 

10 Vials enthaltend je 250 ng einer Mischung aus MRP 8 und MRP 14 im Verhaltnis 2:1, 

1 Vial enthaltend 220 ug Bindungsantikorper Mab 8-5C2, 

1 Vial enthaltend 330 ug Bindungsantikorper Mab S 36.48, 

1 Vial enthaltend 220 ug Bindungsantikorper Mab 27E10, 

1 Vial enthaltend 100 ug biotinylierten Mab S 13.67, 

1 Via! enthaltend 100 ug biotinylierten Mab S 32.2, und 

1 Vial enthaltend 50 ug biotinylierten Mab S 36.48 umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie Extravidin- 
Peroxidase umfasst. 

Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass sie als als Reagenz 
zum Sichtbarmachen 2,2'-Azino-bis-(3ethylbenzthiazolin-6-sulfonsaure) umfasst. 
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12. Eine diagnostische Testpackung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass sie eine Anweisung zur 
Benutzung umfasst. 

1 3. Verfahren zur Herstellung einer diagnostischen Testpakkung gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, dass man sie auf konventionelle Weise herstellt. 

14. Verwendung einer Kombination 

a) der rekombinanten Peptide MRP 8, MRP 14 und des Komplexes aus MRP 8 und MRP 14 als Stan- 
dardantigene, 

b) der monoklonalen Antikorper Mab 8-5C2, Mab S-36.48 und Mab 27E1 0 als Bindungsantikorper und 

c) von Mab S 13.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 abgeleiteter, zum Nachweis geeignet derivatisierter 
monoklonale Antikorper als Nachweisantikdrper, zur Herstellung einer diagnostischen Testpackung zur 
Bestimmung und Unterscheidung von akuten und chronischen entzundlichen Zustanden. 

15. Verwendung einer Kombination 

a) der rekombinanten Peptide MRP 8, MRP 14 und des Komplexes aus MRP 8 und MRP 14 als Stan- 
dardantigene, 

b) der monoklonalen Antikorper Mab 8-5C2, Mab S-36.48 und Mab27E10als Bindungsantikorper und 

c) von Mab S 13.67, Mab S 32.2 und Mab S 36.48 abgeleiteter, zum Nachweis geeignet derivatisierter 
monoklonale Antikorper als Nachweisantikorper, zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten und 
chronischen entzundlichen Zustanden. 

16. Diagnostische Methode zur Bestimmung und Unterscheidung von akuten und chronischen entzundlichen 
Zustanden in Korperflussigkeiten, dadurch gekennzeichnet, dass man mit Hilfe der rekombinanten Stan- 
dardantigene MRP 8, MRP 14 bzw. der Mischung dieser beiden Antigene im Molverhaltnis 2:1, de.n Bin- 
dungsantikorpern Mab 8-5C2, Mab S-36.48 bzw. Mab 27E10 und den zum Nachweis geeignet derivati- 
sierten Mab S 1 3.67, Mab S 32.2 bzw. Mab S 36.48 fur die drei Antigene Eichkurven erstellt, in einer ge- 
eigneten Korperflussigkeit die darin vorhandene Menge von MRP8, MRP 14 und dem Heterokomplex von 
MRP 8 und MRP 14 mittels der monoklonalen Bindungsantikorper und derivatisierten monoklonalen Nach- 
weisantikorper durch einen immunologischen Test bestimmt, und durch Vergleich mit der Standardkurve 
und einer Tabelle die Auswertung vornimmt. 
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